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小 林 忠 博
前立腺癌 の 転移形成にお ける特徴的な所見 と して 骨転移の 頻度が高い こ と が あげ られ , 骨転移の 有無 は前立腺癌の 予後
を規定する重要な因子である. 前立腺癌の 予後を改善す るた め に は骨転移の 克服 が最も重要な課題であり, そ の た め には 再現
性 の 高い 前立腺癌 の 骨転移モ デ ル の 樹立 が 必要不可欠と考え られ る. 本研 究で は ヒ ト前立腺癌 の 転移実験モ デ ル と して 受精鶏
卵法を応用 し, そ の 有用性に つ い て 考察 した . さら に , 本法を用い て P C-3 細胞 の 転移 に対す る ス ラ ミ ン の 抑 制効果に つ い て
検討を行 っ た ･ 膵卵10日目 の 受精鶏卵紫尿膜上 の 血 管内 より, 1 ×10
6
佃 の P C-3 細胞を移植 し, 経時的 に肝お よ び大腿骨を
摘出 した ･ 転移細胞 の 検出な ら び に定量 は, 各臓器 より抽出 した D N Aを鋳型と して , ヒ ト β- グ ロ ビ ン 遺伝子 に対す る PC R
法に よ る増幅反応とそれ に次ぐサ ザ ン プ ロ ッ ト法 に よ る増幅 D N A断片の 解析 肝C R- サ ザ ン プ ロ ッ ト法) に より行 っ た . そ の
結果, PC-3 細胞 は肝 お よ び骨転移を100 %形成する こ とが 明 らか に な っ た . さ ら に P C R- サザ ン プ ロ ッ ト法 に より, 転 移細胞
の 定量的解析も可能であ っ た . す な わち, 臓器 あた り の 転移腫瘍細胞数 は移植後経時的に増加 し, 移植後 7 日目 の 肝 で は 約
9 ユ×106 胤 また 大腿 骨で は 約 9.9×103 個 の 転移細胞が検出 され た . 組織学的検索 の 結果 , 移植2 時間後の 肝に お い て微小 血
管内に存在 して い た P C-3 細胞 は , 1 日目 で は血 管外 へ 浸 潤 し, 3 日目以 降, 肝 実質 にお い て分裂増殖像を示 し つ つ 転 移巣を
形成 した. 一 方 , 大腿骨 にお い て は , 形態学的に腫瘍細胞 の 同定は困難であっ た が , 抗 ヒ トサ イ トケ ラ チ ン抗体 お よ び抗 ヒ ト
Ⅲ-67抗原抗体 に よ る 免疫組麟化学染色 によ り, 7 日 目で 初め て骨髄内お よ び 骨膜内 に転移巣の 形成 が確認 さ れ た. 続 い て ,
本法を用 い て P C-3 細胞 の 肝転移巣お よ び骨転移巣 に対す るス ラ ミ ン の 抗腫瘍効果に つ い て検 討 した . P C-3細胞を渠尿膜上 の
血管に移植後 1 日日ま た は 3 日目 に ス ラ ミ ン を投与 し, 7 日 目 に肝お よ び大腿骨を摘出 し て , P C R サ ザン プ ロ ッ ト法 に よ る
転移細胞 の 検出お よ び解析を行 っ た ･ そ の 結 軋 P C-3 細胞移植後 1 日目に ス ラ ミ ン (50〃g/ 卵)を投与した場合は , 明ら か な
転移抑制効果 は認 め ら れ なか っ た . 一 方 , 移植後3 日日 に ス ラ ミ ン (500〃g/ 卵)を投与 した 場合, 肝転移巣 に対 して は60.6 %
の 増殖抑制率を示 したが , 骨転移 に対 して は6.7 % と抗腫瘍効果は認め られ なか っ た . 以上 の 結果 より , 受精鶏卵法 は再現性
の 高い ヒ ト前立腺癌細胞 の 骨お よび 肝 へ の 転移実験 モ デ ル と して , ヒ ト前立 腺癌 の 転移ある い は浸潤 の 機序解明お よ び 治療薬
開発 の 基礎的研究 に有用 な実験系に なりう るもの と考えら れ た .
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高齢化と生活様式 の 欧米化に よ っ て , 我が 国の 前立腺癌 の 慣
恩率お よ び死 亡数 は増加傾向にあるl). こ れ ま で前立腺癌 の 過
半数の 症例 は初診時既 に遠隔転移を有 し2)根治 的治療 は困経で
あっ た . し か し, 経直腸的超音波断層法 お よ び腫瘍 マ ー カ ー と
して の 前立腺特異抗原 br o state spe ci丘c antigen , PS A) の 臨床
応用が進 む に つ れ て , 前 立腺癌 の 早期診断が可能 になり つ つ あ
る
3,
. 最 近 で は 逆転 写 - ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反応 (r e v e r s e
tr a nsc riptio n-P C R, R T-P C R) 法 に よ る腫瘍細胞 の PS AmR N A
の 検 出が可能 と なり , 従 来の 診 断法 で は検出不可能で あ っ た微
小転移の 存在が明 ら か とな っ て きた4). こ れ ら の 微小転移 に対
する治療手段 の 開発 は前立腺癌 の根治的治療 に必須で ある . そ
して , 微小転移 に対す る抗腫瘍効果を評価す る ため に は ヒ ト前
立腺癌転移 を効率 よく再現 できる転移実験 モ デ ル を樹立す る必
要がある. こ れま で , ヒ ト前立腺癌の 転移実験 モ デ ル と して は ,
ヌ ー ドマ ウ ス 5 卜 8)や S CIDマ ウ ス
g)を用 い た方法が報告 さ れ て き
た . しか し, 実験動物 の コ ス ト, 特殊 な動物実験施設 の 必要性 ,
転移形成率 の再現性に問題を残 して おり , 治療実験 モ デ ル と し
て 一 般 的に 応用 され る に至 っ て い ない . 受精鶏卵法は , ヒ ト腫
瘍を含め実験動物腫瘍を宿主動物 に移植する方法と して , 手技
の 簡便 さ , 移植腫瘍の 生 者率が高い と い う点で 優れ て い る 岬巨 l射
さら に , 短 期間で 効率的 に しか も安価に転移実験 が 可 能で ある
こ と に加え, P C R法を応用す る こ と に よ り定量的 に転移細胞
の 検出が可能で ある15)こ と か ら, 特 に 治療薬開発 の た め の ス ク
リ ー ニ ン グ法と して の 応用が 期待 さ れ る . 本研 究で は , 受精鶏
卵法を応用 した ヒ ト前立腺癌 の 転移実験 モ デ ル に つ い て 検討す
る と と もに , その 応用と し て本実験系を用い , 現在ホ ル モ ン抵
抗性前立腺癌転移患者 の 治療薬 と し て 注 目 さ れ て い る ス ラ ミ
ン16卜 1 8)の 抗腫瘍効果 に つ い て 検討を行 い , 治療薬 の 効果判定法
と して の 有用性 に つ い て 考察 した .
材料 お よ び方法
Ⅰ. 実験腫瘍細胞 お よ び培養法
ヒ ト前立腺癌培養細胞 P CT319) [Am e ric a nTy pe Cultu re
Co11e ctio n, Ro ck vi11e, U S A] は , 10% 付/v) 非働化 ウ シ胎児血
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ヒ ト前立 腺癌転移実験モ デ ル
清(fetalc alfs e ru m, F C S) (GIB C O, Gra nd Isla nd, N Y, U S A)
と 0.3mg/ml グル タ ミ ン (日水製軋 東京)を含むR P M I-1640培
地(日水製薬) 中に お い て ! 5 % C O2濃 度, 37 ℃ で培養 した ･
Ⅰ . 実験動物
本研究で培養細胞 の 移植宿主動物 と して 用 い た受精鶏卵(プ
リ マ ス ロ ツ ク 種 × ホ ワ イ ト レ グ ホ ン種)は後藤膵卵場(岐阜) よ
り購 入 し, 加湿 した37℃膵卵器中で膵卵 した･
Ⅱ . 培養細胞の移植方法
受精鶏卵 へ の P C-3細胞 の 移植 は Uchida ら
14)の 方法 に準 じて
行っ た . すなわち , 膵卵10 日目 の 鶏卵を透光 し, 渠尿膜上 の 血
管の 位置 を定め , 回転式 の ヤ ス リ を用 い て卵殻 に 1c 皿×0･5c 皿
程度の 傷 を付け, ピ ン セ ッ トを用 い て卵殻を除去 した ･ 露出 し
た卵殻膜 に流動 パ ラ フ ィ ン (Me rck, Dar m stadt, Ge r m a ny) を
滴下し血 管を見やすく し, 30 ゲ
ー ジ針 を用い て 1 ×107個/ml に
調製し た P C-3 細胞浮遊液, 0.1ml(1 0
6個/ 卵)を渠尿膜上 の 血管
内に移植 し た. 移植後 1, 3 , 5 およ び 7 日日に胎児を屠殺 し,
肝お よ び左右 の 大腿骨を摘出し以 下 の 検討 に用 い た ･ ま た同
一
個体の 肝 の 一 部 お よ び 村側 の 大腿骨を10 % ホル マ リ ン に て固定
後, H E染色 に て標本を作製 し, 肝転移, 骨転移 の 有無を病理
組織学的に検索 した .
Ⅳ . 免疫 組織化学染色
転移巣が ヒ ト由来で ある こと を証明する た め , ヒ ト特 異抗体
を用い た免疫組織化学染色を行 っ た . 免疫染色 には , 増 幅ポ リ
マ ー ー 段階染色(enha n ced polym e r o n e- SteP Staining, E P O S)
法2
0)に て行 い , ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ標 識抗 ヒ
トサ イ ト ケ ラ チ ン 抗 体 (M N F l16, E P O S/HR P, D A K O,
Glo str up, De n m ark), 抗 ヒ ト Ki-67抗 原抗体 (E P O S/H R P,
D A E O)を使用 し た . すな わち, 10% ホル マ リ ン 固定 パ ラ フ ィ
ン 包埋切片 を脱 パ ラ フ ィ ン , 親水化 した後, サ イ トケ ラ チ ン に
対する免疫染色 には プ ロ テ ィ ナ ー ゼ K(D A K O)で 室温6分間酵
素処理 し, また , 和 一67抗原に 対す る免疫染色 に は, 10m M ク
エ ン酸横衝液 bH 6.0) に切片 を浸 し マ イ ク ロ ウ エ
ー ブ処理 を5
分間行 っ た . 3 %過酸化水素水 に て10分間, 内因性 ペ ル オキ シ
ダ ー ゼ 活性を阻止 した 後, 非特 異的反応 を阻止す る ため 3 %ウ
シ血 清 ア ル ブ ミ ン (D A E O)を 5分間反応 させ た . つ い で , 抗
ヒ トサ イ トケ ラチ ン 抗体を室温60分間反応さ せ た . また , 抗 ヒ
ト Ⅲ-67抗原抗体は , 4 ℃ で山一 晩反応さ せ た . 一 次抗 体の 反応
終了後, 0.1 %の 過酸化水素水 を含有 し た 3, 3
' ジ ア ミ ノ ベ ン チ
ジ ン (3, 3
,
Ldia min obe n zidin e, D A B, D A K O)を滴下 して 室温
10分発色反応を行 っ た . さ ら に核染色を ヘ マ トキ シリ ン によ り
行っ た .
Ⅴ . D N A抽出
摘出臓器の D N Aは D N Az ol(GIBC O) を用い て 抽出, 精製し
た
. すな わ ち, 摘 出 した 肝 に 1ml の Tris-E D T A(T E)緩衝液
(ニ ッ ポ ン ジ ー ン , 束京) を加えガ ラ ス ホ モ ジ ナイ ザ
ー を用 い て
ホモ ジ ナ イズ し, そ の ホ モ ジ ネ ー ト 1 00〃1 に対 して 1ml の
D N Azolを加え懸濁 させ た. また , 大腿骨 は 1ml の D N Az olを
加えホ モ ジナ イ ズ した後 , 4℃, 15,000rpm , 15分 間遠心 し た･
上層を新し い チ ュ ー ブ に移 し, 0.5ml の9 9 %エ タ ノ
ー ル を加え
混合し, 室温下 5分間放置 した 後, 液中 に浮遊す る D N Aを得
た . DN Aを新 しい チ ュ ー ブ に移 し, 1ml の9 5 %エ タ ノ ー ルを
加え2阿洗浄 し, 風 乾 した後8m M 水酸化ナトリ ウム 水溶液を
加え溶解 させ た . さ ら に , 0.1 M H E P E S(Sigm a, St. Lo uis ,
USA)を加え, pH を7.5 に調整 した .
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Ⅶ. 鋳型 DN Aの 調整
各 D NA の 260n m にお ける O D値を測定 して D N A濃度(1
0 D= 50〃g/ml) を求め た 後, 滅菌蒸留水 を用 い て 100〃g/ml
に調製 した . さ ら に , 100FLg/ml の PC-3細胞 の D N Aを滅菌蒸
留水に より希釈 し, P C-3細胞 の D N A濃度が10
2
, 10, 1, 10.l,
10【~2, M ｢3〃g/mlの 段 階希釈溶液 を調製 した ･
Ⅶ . P C Rプ ライ マ ー お よぴプ ロ ー ブ用 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
の合成
PCR プ ライマ
ー と プロ ー ブ用 オリ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは太 田
21)の
報告 に準 じ, ヒ トβ一 グ ロ ビ ン 遺伝子183塩基対を特異的 に増幅
する Huβ-1: 5
,





C T G T CT T G T A A C C TT G 瓜 C-3
,
, お よ び プ ロ
ー ブ 用 オリ ゴ ヌ
ク レオ チ ド, Hu/9 -3:5
,
- G A A G T C T G C C G m CT G C C C-3
,
, を
D N A合成装置 P C Rメ イ ト(Ap plied Bio syste ms, Fo ster, U S A)
によ り合成 した (表1). プ ロ ー プD NA 13pm ol に対 し[γ~
32
p]
j m 50iLCi仏 m e rsha m, Gre e n which, U S A), ポ
1) ヌ ク レ オ チ
ドキ ナ ー ゼ緩衝液 [50m M T ds-H Cl(pH 7.6), 10mM 塩化 マ グ
ネシ ウム , 5皿 M ジチ オ ト レイ ト
ー ル
, 0.1m M ス ペ ル ミ ジ ン お
よ び 0.1mM E D T A(pH 8.0)], 10単位 T4キ ナ ー ゼ (宝酒造, 京
都) お よ び 滅菌蒸留水を加え全量 20〃1 とし, 37 ℃ に おい て45
分間反応 させ た 後 ハ イ プリ ダイ ゼ ー シ ョ ン に用い た .
Ⅷ . P C R反応お よび サ ザ ン プロ ッ トハ イ プリ グイ ゼ ー シ ョ
ン法(P CR- サ ザ ンプロ ッ ト法) に よ る増幅 D NA 断片の
検出
Endo ら
15)が 報告 した 方法 に従い , 鶏卵胎児肝お よ び大腿 骨
か ら抽出調整 した D N A に対 し て ヒ トβ- グ ロ ビ ン 遺伝子の P C R
に よ る 増幅反応を行 っ た . 調製 した 鋳型 D N A l〃g に対 し て
P C R反応緩衝液[10mM T ris-H Cl(pH 8.3), 50m M 塩化 カリ ウ
ム
, 1.51nM 塩 化 マ グネ シ ウ ム], デ オ キ シリ ボ ヌ ク レ オチ ド混
合液 (d A T P, d G T P, d C T P お よ び d T TP 各 200FLM),
D NA ポ1)メ ラ
ー ゼ (宝酒造)2.5単位, 各々 1F(M の プ ライ マ
ー
を加え , 滅菌 蒸留水に よ り全量 100〃1 に調整 し た ･ 反応 には
D N A サM マ ル サ イ ク ラ ー (Perkin-Elm e rCetu s) を傾用 し, 熱
変性を94 ℃, 1 分間, ア ニ ー リ ン グを55 ℃, 2分 間, D N Aの
伸 長を72 ℃, 1 分間と し, こ れ を1 サ イク ル と して, 28 サ イ ク
ル 繰り返 し た. 増幅彼の D N A溶液に 10/1 の 3 M酢酸 ナ ト
1)
ウム bH 5.2) お よ び 300."lの エ タ ノ
ー ル を加え, 4 ℃, 15,000
rpm にて20分間遠心 し D N A を沈殿 させ た･ D N A は, 80 %エ タ
ノ ー ル 3 00/∠l に て洗浄 し た 後 , 減 任 乾燥 し , 試料 溶解液
(0.06 %プ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル
ー
, 0.06 % キ シレ ン シ ア ノ
ー ル お
よ び6.7 % グリ セ ロ ー ル を含む T E権衡液)9/∠1 に溶角草した . 各
試料を 0.5′∠g/ml エ ナ ジウ ム ブ ロ マ イ ドを含 む泳動緩衝液(40
m M Tris, 20m M 酢酸 ナ ト リ ウ ム , 1m M E D T A, pH 7･2) 中,
Tab le l･ O ligo nucle otide prlm erS andprobeforPCR of hu m an
/9
-glob in gen e
P rimer





A GA G C C A T C TA T G CT TACA
C TGTCTTG TAA C CT TG ATA C
G AAGTC T GC C G TrA C T G C C
a)Theprim erHuβ一I is a s ens eprim er･ Theprim erHuβ-5 is
a n antis en seprimer. Huβ-3 w as u sedastheprobetodetect the
a mpli鮎d DN A蝕agm ent･
■
ThelengthofPCR produ ctwith Hu
β-1andHuβ-5is183 bas ep血s･
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走電圧 100V におい て 2 % アガロ ー ス ゲ ル (宝酒造) に より電気
泳動を行 っ た . 泳動衡 ト ラ ン ス フ ァ ー を行 っ た . すな わち ,
泳動終了後 の ゲ ル を ア ル カ リ 変性液(0.5 M 水酸化ナ ト リ ウ ム ,
1.5 M 塩化ナ トリ ウム) 中で30分間振返 し, D N Aを変性 させ た
後中和液(3 M塩化 ナ ト リ ウ ム , 0.5 M T ね H Cl, pH 7.2) 中で15
分間振達 した . 中和 操作 を 2 回線り返 し た 後 , D N A は2 0×
SS C を用い て ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー (Hybo nd- N)
(Am e rsha m) に トラ ン ス フ ァ p した . ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン フ ィ
ル タ ー に10分 間紫外線を照射 して , D N Aを フ ィ ル タ ー に固定
し た
.
フ ィ ル タ ー を ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液
(Am e rsh am) 中で , 42℃の 恒温水槽 に お い て15分の プ レ ハ イ プ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た後 , 0.05Ⅳ/Ⅵ %
32
p 標識 プ ロ ー ブを
加え, 2 時間の ハ イ プリ ダイゼ ー シ ョ ン を42℃で 行 っ た . そ の
後, フ ィ ル タ ー を 2 ×S S C お よ び0.1% S D Sを含 む溶液中で
4 2℃ , 1 5分 の 洗 浄を 2 回行 な っ た . 洗 浄 後 , Ⅹ線 フ イ ル ム
(Kodak, Ne wYo rk, US A)を伺い て室温下 l ～ 2時 間の 感光を
行い , 得 られ た オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ 一 に よ り解析を行 っ た .
さら に P C R産物量 の 測定 は, バ イ オイ メ ー ジ ア ナ ライザ ー (富
士 フ イ ル ム , 束京) を用 い て , 相補結合 した プ ロ ー ブ D N Aの
放 射活性 を計測 して 行 っ た . 臓器 あた り の 転移腫瘍細胞数 の
算定 は , 以下 の 如く行 っ た . すなわ ち, 段階希釈 し た P C-3 細
胞 の D N A を用 い て , 各P C R反応 ごと に検量線を作製 し(図 1),
検量線 に基づき -logl｡I)N A(FJg)か ら D N A(pd)を求め , 以 下
の 計算式 に より算出 し た21).
組織あたりの 転移腫瘍瀾胞数 = 組織あたりの D N A総量(〃 由×
組織 D N A IFLg あたりの P C-3 D N A量 bg/FLg)
細胞 1個あたり の D N A量(6pg/ 細胞)
Ⅸ. ス ラミ ンの 治療実験
王. ス ラ ミ ン の P C-3細胞 に対す る試験管内感受性試験
試験管内感受性試験 に は , Ca r micha el ら2 2)の 方法 に 従 い ,
生 細胞内 の 脱水素酵素 の 選元能を指標 とす る ジ メ チ ル チ ア
ゾ ー ル ジ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド [3 -(4, 5-
dim ethylthia z ol-2-yl)-2, 5-diphe nyltetr az oliu m bro mide, M
′
IT]
法を用 い た ･ すな わち , 180〃1 の 培養液中に細胞が 2 ×10
3
個
に なる よう に細胞浮遊液を作製 し, こ れを96穴平底 マ イ ク ロ ウ
エ ル プ レ ー ト (Nu n c, Ro skilde, Den m a rk) に1 ウエ ル 当た り
180/∠1分注 した . 同時 に ス ラ ミ ン (和光純薬, 大阪) 希釈液を
20/∠1 加え, CO2 渡 度 5 %, 37℃の 条件~Fで 3 日 間培養 した .
ス ラ ミ ン は , 最終濃度が100, 200, 300, 400, 500 お よ び1,00 0
〃g/ml に な る よう調製 した . 0.15 M リン 酸綾衛生理食塩水溶
液に溶解 し た 2m g/ml の MT r試薬(Sigm a) を 1 ウエ ル 当た り
25/ノ1加え , さ らに 4 時間培養 し た. 培養後培地を吸引 し, ジ
メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (dim ethyls ulfo xide, D MS O) (和光純薬)
200/∠1 を加え, 生成 し た M T T ホル マ ザ ン結 晶を溶解 した . 各
ウ エ ル の 540n m に お ける 吸光度をイ ム ノ リ ー ダ ー (日本 イ ン タ
ー メ ッ ド, 東京)を用 い て測定 した . 効 果判定(増殖抑制率)は ,
対 照群 の 吸光度を100 % と し, 薬剤投与群 の 吸光度を比較する
こ と に より求め た . 増殖抑制率の 算出方法を次式 に示す .
増殖抑制率(%)= (1 - T/C)×100
T は薬剤投与群の吸光度を示 し, C は対 照群 の吸光度を示す .
得 られ た結果 は Stude ntの t検定によ り統計学的処理を行ない ,
危険率が 5 %以下であ る場合を有意とした.
2
. 転移実験 モ デ ル を用 い た肝お よ び骨転移巣 に対す る治療
実験
鶏卵胎児渠尿膜上 の 血 管よ り P C-3 細胞を移植後 1 日日ま た
は 3 日目(貯卵1 1 日目また は13日 目) に , 卵殻 に 新 た に窓を開
け, 渠尿膜上 の 血 管内 より ス ラ ミ ン 希釈液 0.1mI を50, 500ま
た は1,000FLg/卵投与 した 一 薬剤投与量は M a ruts uka ら の 投与
量(200mg/kg)
23)を参考に し,鶏卵 胎児の 平均体重(膵卵13日目,
約 5g)
24jに換 算 し て決定 し た. 移植 後 7 日 目すなわち膵卵17日
日 に摘出し た肝 と大腿骨 より D N A を抽出 し, P C R法お よ びサ
ザ ン プ ロ ッ ト解析を行 っ た .
3 . 抗腫瘍効果 の 評価 と判定法
転移巣治療実験 にお ける効果判定 は非治療群 の P C R産物(放
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Fig.1. P C Rpr odu cts丘
･
O mthegeno mic DNA of P C-3c e11s. (朗
So uthe rnhybridiz atio n of P C Rampli丘c atio n pr odu ctsh
･
O m
S e rial dilutio n s of P CN3 ge n o mic D N A. T he P C Rpr odu cts
a mplified with the prim e r s, Hu β-1 a nd Huβ-5, C O uld be
dete cted e v e n at c o n c e ntrado n of lO~4iLg Of P C-3 D N A･ (B)
Plotof the radio ac也vity of the P C Rpr odu cts obtain ed 打o mthe
V a rio u sdilutio n s of P C-3 D N Ar e a cted again st the PC
-3
C O n C entratio n. Radio a ctivity of the P C Rprodu cts hyb ri diz ed
wi th the 32p-1abeledpr obe w as analyz ed wi tha Fujix Bioim age
analyz er. Radio activityis expre s sedin atbitr aryu nits 仏U)pe r
m m
2
. (r = 0.883)
ヒ ト前立腺癌転移実験 モ デ ル
によ っ て行 っ た . 治療効果(膿瘍増殖抑制率, %) は次式 に よ
り求め た .
治療効果(%)= (1 - T/C)×100
Tは治療群 の 放射活性 , C は非 治療群 の 放射活性 と した . 得
られ た結果は Stude nt の t検定 によ り統計学的処理を行 ない ,
危険率が 5 %以下 で あ る場合を有意と した ･
成 績
Ⅰ. P C R法の 感度
段階希釈 し た P C-3 細胞の D N Aをテ ン プ レ
ー トと して28 サ
イ ク ル の PC R増幅反応を行 っ た結果 , 18 3塩基村 の 増幅 DN A
断片が単 一 の バ ン ドと して検出され た . P C R サザン プ ロ ッ ト法
の 感度 と して , Ⅸ｢
4
/上g ま で の ヒ トβ- グロ ビ ン 遺伝子の 定量的
検出が可能であ っ た (図 1). すなわ ち, 膵 卵17 日 目の 肝 の 平均
重量, 500mg あたり約 2.5×10
4 偶の 転移腫瘍細胞が存在す れば
検出可能である こ と が 示さ れ た . ま た , 大腿骨 に つ い て は平均
Fig.2. :氾n etic s ofgrowi hof P C-3 c ellsin e mbryo nicliv e r(瑚
a nd 飴m o r al bo n e(B) afte rinje ctioninto the chorio allantoic
m e mbr a n e v ein of l O-day oldchick e mbryo s(1× 10
6
Cells/e mbryo). Tw o e mbryos wer ekilled at the statedtim e s
(1,3, 5, and 7 days) after tu m o r c ell in o c ulatio n･ Embryo nic
liv er$ a nd fe m o ral bonesw e rediss e cted and w eighed, and the
D N Aw a s extracted･ On eFLg Ofe a ch D N Aw aste sted by the
P C Rte chniqu e and So uthe rnhybridiz atio n･
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重量 100mg あた り約 1.7×10
3 個 の 転移腫瘍細胞数 が検出限界
と推定 さ れ た . な お, ヒ トβ- グ ロ ビ ン 遺伝子 に対す る特異的
増幅反応を正常の 鶏卵胎児肝 より抽出 した D N Aをテ ン プ レ
ー
トと して施行 した 場合, 非特異的増幅 D N A断片 は検出されな
か っ た .
Ⅰ . 鶏卵胎児肝 お よび 大腿骨 に お け る P C-3 細胞の 経時的増
殖動態
P C-3細胞を鶏卵紫尿膜上 の 血 管内 より 1 ×10
6 個移植 し, 移
植後1 , 3 , 5 お よび7 日目の 肝また は 大腿骨 より D N Aを抽
出 し, P C R サザ ン プ ロ ッ ト法 に より解析 した . 肝 お よ び大腿骨
の い ずれ の 臓器 の 場合も移植後1日旨か ら 7 日冒まで経時的に
増幅 D N A断片の バ ン ドは増強 して お り(図2), 被転移臓器で
P C-3 細胞が 増殖 して い る こ と が確認され た . 細胞 数に 換算す
る と, 移植後1 日目の 肝 にお い て は , 約 3,5×10
5 偶 の P C-3 細
胞 の 存在が推定さ れ, 7 日日 には約 9.1×10
6個 と増加 して い た.
また大腿骨 にお い て は, 移植後 1 日目 に約 2.4×10
2 個, 7 日目
に は約 9.9×103 個 と増加 して い た (図3). なお , 予備試験 にお
い て左右大腿骨間で転移細胞数に は 明ら か な差 は認め られ なか
っ た こ と か ら, 本研究で は左右い ず れ か の 大腿骨を 剛 -て 解析
を行う こ と と した . また , P じ3細胞 を移植 した す べ て の 胎児
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Day= 代打 tumOrC011さinj∝t10n
Fig. 3, Gr o wぬ c u rv e Ofm eta sta siz ed P C
-3 c ells ine血bryonic
liv er(瑚and 血m oral bo n e(B) afte ri. v. in o血1左也o n(1×10
6
c ens/e血bryo). T he value s ar e e草pre S Sed a s m ean士S D(n =
4).
8 00 小
ら, P C-3細胞の 生 者率は10% と判定 した .
Ⅱ . 病 理組織学的所見
P C-3 細胞 を 移植 し た 鶏卵胎児の 肝 お よ び 大腿骨を経時的 に
摘出 し, 移植細胞 の 転移動態 を H E染色 にて組織学的 に解析 し
た . P C-3 細胞 は 移植後 2時間経過し た肝 に お い て は 血 管内 に
存在 し, 1 日 日で は血 管外 へ 浸潤 し, 3 日日以 降実質 にお い て
分裂増殖像 を示 し つ つ 転移巣 を形成 して い た･(図 4-A, B, C,
D). 一 方 t 大腿骨で は, 移植後 7日 日に転移巣 と思わ れ る細胞
塊が骨髄内に認 め られ た が, 鶏卵胎児の 骨髄細胞 との 識別 は困
難であ っ た (園4-E). そ こで 抗 ヒ トサ イ トケ ラ チ ン 抗体お よ び
抗 ヒ ト Ⅲ 一67抗原抗体 に よ る免疫組織化学染色 を行 っ た . そ の
結 果, 抗 ヒ トサ イ トケ ラチ ン 抗体 に より細胞質が , また 抗 ヒ ト
Ⅲ -67抗 原抗体 に より核 が染色 さ れ , 転移巣 の 存在 が確認 され
た ( 図5-A, B). さ ら に , 骨膜内 に お い て も こ れ ら の 抗体 によ
り微小転移巣 の 存在 が示 さ れ た (図5-C). な お, 肝 に お い ても
微小転移巣 が両抗体で染色さ れ る こ と を確認 した .
Ⅳ . ス ラ ミ ンの 治療実験
1
.
ス ラ ミ ン の P C-3細胞 に村する試験管内感受性試験
P C-3細胞 の ス ラ ミ ン に対する薬剤感受性を M T ｢法に より調
べ た結果 , P C-3 細胞 に対 して ス ラ ミ ン は 濃度依存的殺細胞効
果を示 し, 50 %増殖阻止濃度(I C馳 値) は 250〃g/ml であ っ た
(表 2).
2
. 転移実験 モ デ ル を用 い た肝お よ び骨転移巣 に対す る ス ラ
ミ ン の 抑制効果 の 評価
P C-3 細胞を移植 し た鶏卵胎児 に対 して , 移植後 1 お よび 3
日 目 にス ラ ミ ン を , 5 0, 5 00ま た は 1,000/∠g/卵の 投与量 で各群
Fig.4. Histologic a用 ndings of kin eticalgr o wthof P C-3c ellsin
a n e mbryo nicliv er and 鎚m o ral bo n e. P C-3c ells w e re se e nin
the ve s s els ofthe liv e r o nday O(2 hr) afte rtu m o r c ell
in o c ulatio n (A), invaded the liv e r o nday l (B), a nd
S ubs equ e ntly gre winthelive r o nday3(C), and o nday7(D).
In thefe m o r al bo n e s, mic r o m eta stas e sco uld be dete cted
histologically,butn otu ndl day7C). Scalebar in dic ates25FL m
仏, B,C), a nd lOO/∠ m (D, E).
ヒ ト前立腺癌転移実験 モ デ ル
10個ず つ 投与 した . 移植 後1 日目 にス ラミ ンを投与 した鶏卵胎
児 にお け る移植後 7 日目 の 生存率は , 5 0〃g 投与群で 8/10
(80 %), 5 00また は 1,00 0一"g 投与群でそれぞれ 5/10(50 %)お
よび0/10(0 %) で あり, 500J`g 以上 の投与 で強 い 毒性を認め
た. 一 方 , 移植後3 日日 にス ラミ ン を投与 した場合 , 50, 5 00
ま た は 1,0 0/` g 投 与群 に お け る 生存率 は そ れ ぞ れ1 0/10
Table2. In vitro cytoto xicityofs ura min agaln StPC-3c ells
Co n ce ntratio n of O D540
a) I R
b)













































a) PC-3 c ells w erein c ubated at thed ifbrentco n ce ntrations of
S ura min fbr72 hr at37℃. T hen, C e11viability w as estim atedby
3-(4,5-dim ethylthia z ol-2-yl)q2, 5-diphenyltetr az oliu m bromide
(M T¶ assay,in which opticalden sity at540n m(OD5｡)w as
m eas ured.
b)Inhibitio n ratio(l R) (%)h[l-(O D5. ｡ Oftre ated gro up)/(OD5 40
0fc o ntr olgr 皿p)】×100.





(1 00 %), 9/10(90 %) およ び5/10(帥 %)で あっ た . ス ラミ ン
の 抗腫瘍効果 は , 生 存率が80 %以上 で あっ た群 に つ い て転移細
胞 の検出お よ び定量を P C R サザン プ ロ ッ ト法 に より解析 した
結果をもと に評価した･ P C･3 細胞移植後 1日 目に 50〃g 投与
した場合, 肝転移 に対する抑制率は24.1 % であっ た . また , 移
植 後3 日目 に50また は 5 00〃g 投与した場合, ス ラ ミ ン の 肝転
Fig. 5. Im m u n ohisto che micalstaining of m eta stasiz ed P C-3
C ells. P C-3 c ellnu cleia re cle arlylabeled fo rKi-6 7 in
e mbryo nicftm o ral bo ne m a rro w仏). Im m u n o r e a ctivity of
CytOke ratin iss e e nh the cytopla s m of P C･3c ellsin e mbrYO nic
fe m o ral bo n e nia rr o w(B) a nd pe rio steu m(C), Sc ale bar
払出 仏te S50甘m .
Fig. 6. E 鮎ct ofsu ra min o nliv e r m eta sta sis of P C-3 cellsin
Chick embryo s. Su ramin w a sin tr
･
aV e n O u Sけinjected 3 days
afte rtu m o r c ell in o c ulatio n. Embryo nicliv e rs werethe n
dis sected 7 days afte rtu m o rin o culatio n, and the D N Aw a s
extra cted･ On e FLg Ofeach D N Awastested by the P C R
technique andSouthernhyb ri diz atio n.
802 小





















































a)Sur amin w asinje ctedinto the chorio allantoic m e mbr an e V eino n eday(Dayl)o rthrecdays(Day3)af[er
PC-3c e11s(1×106)w erein oc ulatedin 10-day oldchipke mbryo s･
b)Nu mber of living chick e mbryo s7 days afterPC-3 c ellsin o c ulatio n/n u mberof ch ick e mbryosinthe
gr O up･
C)A沌itra巧 unit
d)Ⅰ血ibition ratio&[l-(Radio activityoftreatedgro up)/Oiadio a ctivity ofc o ntrolgro up)]×100.
e)NE,n Ote Valu atcd du eto m arked to xicity.
* P<0･05v s. co ntrolgro upbyStudent
-
st-teSt.




















8/10 518.2士1 85.9 1 0.4
5/10 Nピ) N E




















a)Sur a minw asinjectedinto the chorio allantoic m e mbran e V eino n eday(Dayl)o rthre edays(Day3)after
PC-3 c ells(1 ×10
6
)w ereinoc ulated in l O-dayoldchicke mbryo s.
b) Nu mber of living chicke mbryos 7 days afterPC-3 ce11sin oculation/n u mber of chick e mbryosin the
grO 11p･
C)Arbitrary unit
d)Ⅰnl1ib ition ratio一【ト(Radio activity of tre atedgro up)/(Radio activityOfco ntrolgro up)]×100.
e)NE,n Ote V alu ated du eto m arked to xicity.
移巣 に対する増殖抑制効果は , 16▼2 およ び弧 6 % であり, 5 00〃g
投与 した 場合 に統計学的 に有意な抗腫瘍効果 が寵め られ た (表
3 , 図 6)･ 一 方, 骨 に おける 転移抑制率は, 1 日 日に 50〃g
投与 した場合, 10･4 %, また , 3 日目に50また は 500〃g 投与
で は - 13.4 お よ び6.7 % であり, 明ら かな抗腫瘍効果 は認 め られ
なか っ た(表4).
考 察
本研究で は, Endo ら
1 5)が 報告した受精鶏卵を用 い る転移実
験法に準 じて , ヒ ト前立腺痛培養細胞 P C-3 の転移実験を試 み
た. 鶏卵胎児肝お よ び大腿骨 にお ける P C･3 細胞 の転移動態を
調 べ た結果, P C Rに よ る増幅 D N A断片は移植後経時的 に増強
して い た . 従っ て , P C-3 細胞は単に肝や大腿骨 に捕捉される
だけでなく, それら.の厳暑削こ生者し, 増殖して転移巣を形成す
る こと が示唆された . これらの P C Rサザ ン プ ロ ッ ト法に よ る
結果は組織学的にも支持された. すなわち, 肝 に おい て は転移
細胞が経時的に増殖して い る ことが示された . ま た, 大腿骨 に
お い て も移植後 7 日日 で微｣､転 移巣を確認し得た . 腫蕩細胞 の
局在を確認する方法と して抗 ヒ トサ イトケ ラ チ ン 抗体ある い は
抗 Ⅲ -67抗原抗体を用 い た免疫組織化学染色法 は, 骨転移巣で
観察され た如く , H E染色 で形態的に識別困難であ っ た 微小転
移巣 の確認 に非常 に有用で あっ た . こ と に抗 払 67抗原抗体は
増殖細胞 の 存在を示す こ と25)よ り, 組織内 に検出され た 細胞が
増殖能を有する こ との裏付けとして有用であり, P C R サザン プ
ロ ッ ト法 の 結果を生物学的 にも支持す るもの と思わ れた . 前立
腺癌の転移は , 骨 の 発生頻度が最も高く, 次 い で リ ン パ 臥 肺
お よ び 肝の 順 に多い と報告 され て い る26) 27). また , 骨転移の 部
位 として は脊椎骨 お よ び 骨盤骨 に食も多い ㌘). 本転 移モ デ ル に
お い て 脊椎骨並び に骨盤骨 に つ い て 大腿骨と同様 に転移巣の 検
出を行 っ たと こ ろ , い ずれ にお い て も P C R に よ る増幅 D N A断
片 の検出が可能 であっ た. しか し, 脊椎骨や 骨盤骨 にお い ては,
筋組織や 脊髄神経な ど骨以外の組織を取り除く ことが非常 に困
難である た め , 骨以外の 組織の 混入 によ り, 増幅 D N A断片の
放射活性 の測定結果に変動 が認 め ら れ, 必ず しも骨転移 の みを
反映して い ない 可 能性が示唆さ れ た . 一 方 , 大腿骨 にお い て は
骨膜 から周囲組織 の剥離 は容易であり, 左右い ず れ の大腿骨 に
お い て も再現性 に優 れた骨転移巣 の検出が可能で あっ たこ とよ
り, 受精鶏卵法に よ る骨転移 の検討 に は, 大腿骨 を用 い る こと
が適当で ある と考えられた . これ まで に ヒ ト前立腺痛培養細胞
の転移実験 モ デ ル と して は , P C-3 細胞をヌ ー ドマ ウス の 皮下,
ヒ ト前立 腺癌転移実験 モ デ ル
前立腺ま た は脾臓等 に移植す る方法 が報告 さ れ て い る
刷■■瑚 . こ
れら の 報告で は, P C-3 細胞 の 転移は リ ン パ 節, 肺, ま た は肝
にお い て 認め られ て い る が , 骨 へ の 転 移は 確認 され て い な い .
一 方 , S he v rin ら は ヌ ー ド マ ウス を用 い て 下 大静脈を ク リ ッ プ
にて 閉塞 させ 生 理 的血 液循環 を変える こ とで 尾静脈より投与 し
た P C-3 細 胞が 腰椎 に骨転移 を形成 した と報告 し た
5)
. ま た ,
Wa ng ら は転移能の 高 い P C-3細胞の み を選択的に S CI Dマ ウ ス
の 尾静脈 よ F)投与す る こ とで 骨転移 の 形成 を確認 し たと 報告 し
てい る
9)
. しか し, こ れ ら ヌ ー ド マ ウ ス あ る い は S CI Dマ ウ ス
を用 い る実験 は特別 な動物実験施設を必要 とす る こ と, 実験手
技 に熟締を要する こ と , ま た マ ウ ス 自体 が 高価 である ため に多
額の 実験費用を要す る こ と な ど の 問題 が ある . さ ら に骨転移の
形成率も10､ 50 % と低率であり
5期
, そ の 再現性 に問題 を残 して
い る . 受精鶏卵法を応用 した 本モ デ ル で は こ れ まで形成が困経
と され て きた ヒ ト前立腺癌細胞 の 骨転移を100 %の 生 者率をも
っ て再現する こ と が 可 能で あ っ た . こ の 高 い 転移形成率 は , 鶏
卵胎児 にお ける 血 液循環の 特殊性 に負う と こ ろ が 大きい と思 わ
れ る . す な わ ち, 焚尿f臥ヒの 静脈内 に投与 さ れ た 腫瘍細胞 はt
臍静脈,一下大静脈 を軽 て右心房に 人 り, 心房中隔の 穴を通る か,
あるい は, 右心室, 肺動脈, 左右動脈管 を通り, 背側大動脈 へ
至る. さ ら に背側大動脈か ら臍動脈 を経て , そ こ か ら分岐する
坐骨動脈 よ り大腿骨 に至 る28). 従 っ て , 静脈 内に投与さ れ た腫
瘍細胞 は肺を経由す る こ と なく大循環 に入 る こ と に なり, 骨 へ
の腫瘍細胞 の 到達効率が高まるもの と考え られ た. さら に, 本
モ デ ル は, そ の 高 い 転移形成撃 に加え転移細胞 の 定量性 にも優
れて い る の で, 治療実験 モ デ ル と し て応用価値が高 い と 考えら
れた .
今日 , 進行性前 立腺癌 の 治療 と し て 一 般 的に ホ ル モ ン 療法が
施行さ て い る . し か しそ れ ら の 大部分 の 症例 は数年 の 経過の 後
にホ ル モ ン抵抗性を獲得し, こ れ ら の 症例 に お い て は有効な抗
痛剤も見当た ら な い こ と か ら, 治療 に難渋 して い る の が 現状で
ある . こ の よ うな ホ ル モ ン 不応性前､ンニ腺病 に対す る 新し い 抗癌
剤の ひと つ と して , ス ラ ミ ンが 注里 さ れ て い る . 1987年より米
国国立癌研究所(Natio n al Can ce rIn stitute) をl卜L､と して , ホ ル
モ ン 抵抗性前~捌泉癌 に対する ス ラ ミ ン の 臨床試験が行わ れ , そ
の 有用性が最近報告 さ れ てい る1
1う) は1
.
ス ラ ミ ン は トリ パ ノ ソ ー
マ 症 に対する 扶寄牛虫薬と して 開発さ れ , トリ バ ン プ ル ー に 類
似の 構造 をも つ 薬剤 で ある . ス ラ ミ ン に は試験管内で , P じ3
細胞 を含め穐 々 の 膿瘍細胞株 に対す る 抗腫瘍効果がある こ と が
示さ れ てき だ " 3=i). そ の 作用機序 に つ い て は , 未だ 不明な部分
もあ るが 多様 な/ヒ物相性をも っ て い る こ とが 明 らか に な っ て き
て い る . す な わ ち , 血 ′ト板 由来増殖因子 (platelet-de riv ed
gro wth fa cto r, P D G F)
=‖)
, 上 皮増殖因子 (epide r m algr o wth
facto r, E G F)
:12)こ一5)
, 線維芽細胞増殖因子(丘brobla stgro wth facto r,
F G F)2 9ユ=瑚, 形質転換増殖因子 ア ル フ ァ (tr a n sfo r ming gr o wth
fa cto トalpha, T G F- α)
‥jl)
, イ ン ス 1) ン 様増殖田子Ⅰ (in sulinqlike
gro wth fa cto r- I , IG F- Ⅰ)3Li)な ど各種増殖因子作用 の 阻害 や, G
結合蛋白37) , プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C38), D N A ポリメ ラ M ゼ潮 さ
ら に D NA トポ イソ メ ラ ー ゼ [4
0)な ど様 々 な酵素活性の 抑制が
報告され て い る . 本研究 で は, ス ラ ミ ン の 投与時期 を変える こ
とによ り, 転移 の 初期段階お よ び転移巣形成後 の 二 つ の 面 か ら
ス ラ ミ ン の 抗腫瘍活性を検討 した . その 結 果, P C-3 細胞 の 移
植後1 日日に ス ラ ミ ン を投与 した場合 , 50 0また は 1,000〃g 投
与群に お い て 強い 毒性を認め , 転移抑制効果を評価する こ と は
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で き なか っ た . また, 毒性 を認め な か っ た投与量で は , 肝 お よ
び骨 い ずれ も転移抑制効果が認め ら れ なか っ た . 移植後3 日臼
に ス ラ ミ ン を 500/∠g 投与 し た 場合, 肝転移の 増殖抑制率 は
60,6 % と, 抗腫瘍効果が み ら れ た. P C-3 細胞が微小転移巣をす
で に形成 して い る 移植後 3 日目の 段階で は, 前述 した各種の 増
穂因子作用の 阻害 期31)34 卜 =il～)や 酵素活性の 抑制3 7卜 4 0)な ど ス ラ ミ ン
の 様 々 な生物学的作用 に よ り抗腫瘍効果を示 した もの と考え
た . → 方, 骨転移巣に対す る抗腫瘍効果は認め ら れず, 被転移
臓 器 の 環境 に よ っ て ス ラ ミ ン の 効 果 に 差 が 認 め ら れ た .
W althe rら は生 後 3 日か ら6 日 の マ ウ ス の 頭蓋冠を用い た実
験 で , 放射線核種で標識 した ス ラ ミ ン の 骨組織内分布を調べ た
と こ ろ
,
ス ラ ミ ン は骨基質の 表面に主 に分布 して おり, 骨髄内
の 分布は疎であ っ た と 報告41)して おり, ス ラ ミ ン の 分布の 偏り
で骨髄内の P C-3 細胞に 十分量の ス ラ ミ ン が到達 しなか っ た可
能性が考えら れ た . また , Do n at ら は骨基質 には 増殖因子 で あ
る ト ラ ン ス フ ェ リ ン が 多く存在 し , そ の トラ ン ス フ ェ リ ン に よ
り ス ラ ミ ン の P C-3 細胞 に対する成長阻止作月]が抑制 さ れ る こ
と を報告 し てい る
`lZl
. 従 っ て , ホ ル モ ン非 依存性前立腺癌 の 転
移巣 に対する ス ラ ミ ンの 作用に つ い て は , ス ラ ミ ン の 組織内分
布 な ら び にス ラ ミ ン の 作用 に対 して 括抗的に働く生体因子に つ
い て 更 なる検討が必要である と思わ れ た .
以 上 の 結果よ り, 受精鶏卵法は再現性 の 高い ヒ ト前立腺痛の
転移実験モ デル と して, 転移 ･ 浸潤の 機序解明お よ び転移抑制
剤開発 の 基礎的研究に有用 な実験系 に なりう るもの と考えら れ
た .
結 論
受精鶏卵法 を用い て , ヒ ト前立腺癌細胞の 転移実験 モ デ ル の
確立 を試み, さ ら にそ の 応用と し て肝 お よ び 大月退骨転移巣 に対
す る ス ラ ミ ン の 抗腫瘍効果 の 検討 を行 な い , 以 下 の 結 果 を得
た .
1 . ヒ ト に特 異的 な′ヲー グ ロ ビ ン 遺伝子胤列 を P C R- サ ザ ン プ
ロ ッ ト法 を川 い て増幅す る こ と に より鶏卵胎児剤L織 にお け る転
移細胞の 検出 を行 っ た . ヒ ト前､H脱痛培養株 P C-3 紺胞 を肝卵
1 01】【Ⅰの 鶏卵璧尻膜 上の 血管内に移柵 した 鶏卵胎児別二お よ び 人
腿 ′馴こお い て 経時的 に増幅 D N A断片の 増卦が認め られ た . す
な わち , PC-3 細 胞が , jjl:や 人腿 骨 に転移増殖 し て い る こ と が
小 され た .
2 . 組織ヴ的 には , 肝 に おい て は姫瘍細胞の 同定は容易で あ
り, 綽時的 に腫瘍細胞が浸潤, 増頼す る像が 観察さ れ た ∴▲･力＼
人腿 骨 に お い て は形 態学的 に腫瘍細胞 の 同定は困難 で あ っ た
が , 抗 ヒ トサ イ ト ケ ラ チ ン抗体お よ び抗 ヒ ト 随一67拭頂拭体 を
川 い た 免疫組織化学染色に よ り, 微小転移巣の 存在が移植後7
日トlに 初め て 確認さ れ た . 従 っ て , 微 小 転移巣の 検出 に は ,
P C R-サ ザ ン プ ロ ッ ト法が感度お よ び定義性 に お い て 組織学的検
索法に比 べ 優れ て い た .
3 . P C-3 細胞移植後1 日目に ス ラ ミ ン を 50〃g/卵投与し た
場合, 肝 お よ び骨転移形成 に対する抑制効果 は認 め られ な か っ
た . 一 方 , 移植後3 日目 に ス ラ ミ ンを 500/∠g/卵投与 した 場合
の 肝お よび 骨の 転移巣 に対する増殖抑制率は そ れぞ れ60.6お よ
び6.7 % であり , ス ラ ミ ン の 抗腫瘍効果は被転移臓器 に お ける
環境要因に よ っ て影響さ れ る こ とが 示唆され た .
4 . 本法は , 再現性 の 高い ヒ ト前立腺癌細胞 の骨お よび 肝 へ
の 微小転移巣形成モ デ ル と して , ヒ ト前立腺癌の 転移 ･ 浸潤磯
804 小
構 の 解明お よ び転移巣 に対する新 しい 治療法の 開発 に有用 な実
験系に なりう るもの と 考えら れ た.
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-3, Su ra min
A bstra ct
To elucidate the m echanism ofm etasta sis ofpro state can c e r, W ede v eloped an e xpe rim e ntal m odel of m eta sta sis of hu m a n
prosta te c a n cer usingthe chick e mbryo system ･ T he a ndroge n
-indepe nde ntprosta ec a nce r c ell lin e, P C
-3(1×1 06 c ells/eg g)
wasinoc ulated int othe cho rioallant oic m e mbr a n e(C A M)v ein of 10-day chick e mbryo s. Atdiffe re ntpointsafte rtu mor c els
inoc ulation, the embryo s w er s acri 丘c ed a ndtheirliv e rs a nd fe m o ral bon e s w e re r e m o v ed. Using the D N Ae xtra cted fro m
e a ch organ as ate mplate, PCR ampli Bcation ofthe hu m a nP-globin ge ne a nd a n alysISOf a mplified D N A fragm e nts bythe
So uthe rnhyb ri diz ation we r eperfbrm ed(P C R-So uthern hybridiz ation). In this e xperim ental m odel, the rate of fo r matio n of
liver and bone m etas tasis was lO O %. The num be r of m eta static tu mor c ells pe rorga n ofchick e mbryo in c reas ed withtim e .
Se v en days afte rin o c ulation ,it w as abo ut9･1 ×1 0
6
c ellsin theliv e rand about9･9 ×1 0
3
c ellsin the fe m o ral bo n e･ The P C-3
Cellsin v aded the tissue o ne day af[e rin o c ulatio n, and then the ce11s u nde r w e ntdivisio n and prolife ration in the hepatic
Pa re n Chym a, eV e ntu a11yle adingto thefbr m atio n ofa mic rom eta static focus 3 days af【e rin o c ulatio n･ In the fbm o ral bo n e, a
m et a staic fbc us w a sdete cted in the bon e m a rr o w7 days afterin o c ulation . An im m u nohist oche mical■e x a min atio n u sl ng
a ntibodiesto hu ma n cytoker atin andto hu m a nKi
-67 antlge nPrO Vided confirm atio n of microm eta stAsis. T he n w e e x a min ed
theinhibitory effe ct ofsu ra min on theliv e r a nd bo n e m etasta sis of PC
-3 cells u sl ngthis e xpe rim e nt alsyste m ･ Su ra min w a s
lrue Cted into the CA M v ein o neday orthre edays afte rtu m o r c e11 inoc ulation ･ Se ven days afterin o c ulation ,theliv e r a ndthe
fe m o ralbone w e re diss e cted and te sted for meta staic tu mor c ells bythe P C R-Southe rnhybridization . Whe n s u ra min w a s
lqeCted o n eday afte rinoc ulatio n ata do sage of 5 0FLg/eg g,the m etastasisinhibitory r atio w a s24･1 % in theliv er a nd 10･4 % in
the bo n e. W he n su r a min wa s ad ministe red 3 days afte rtu m o r c ell in o c ulation at a dos age of 5 0FLg/egg, 1tinhibitedtu m or
growth in theliv e r(60.6%)butn otin thebon e(6.7%). From the abo v e res ults, the chick em bryo syste m se e m s.
toprovide a
highly reproducible model of m eta sta sisin hum an prostate c a ncer which will helpto clarifythe m e cha nis m ofthe me tastasis
Orin v asion of hu m a nprostate can c er, a nd to carry o utbasic research fo rthe de v elopm ent of drugsinhibiting m etasta si of
PrO St ate C anC er.
